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本 荘 茂
急性炎症 に お い て ほ様 々 な媒介化学物質が関与 して い る こ と が近年の 研究に よ っ て 明 らか に な っ てき てお り , そ の 中で
もイ ン タ ー ロ イ キ ン 1 (inte rle ukin-1･IL-1)1I L-6･Ⅰし8, 腫瘍壊死 因子(tur n or n ec ro sisfacto r a, T N Fα)な ど の 炎症性サ イ ト カ
イ ン は重要な役割を果た して い るもの と 考え られて い る ･ これ ら の サ イ ト カ イ ン ほ相 互 に 影響 を及ぼ し合 い , サ イ ト カ イ ン
ネ ッ ト ワ ー ク を 形成 し て炎症反応が進展 し て い く も の と考 え ら れ て い る ･ 一 方 で は IL-1 レ セ プ タ ー ア ン ゴ ニ ス ト (Ⅰし1
r e c eptor a ntago nist,Ⅰし1ra) な どの サ イ トカ イ ン 阻害物質 が存在す る こ とも明 らか に な っ て お り , 負 の フ ィ ー ドバ ッ ク に よ っ
て働い て , 進展す る炎症反応を制御 して い る もの と考 え られ て い る ･ 本研 究 で は マ ウ ス に テ レ ビ ン 油を 投与 して 急性炎症 を引
き起 こ し , そ の 後に 血清中に産生 され る ハ ブ ト グ ロ ビ ン と I L l,Ⅰし6, T N Fα お よ び I し1r aの 血 中濃度 を測定 した . それ に よ
ると 血 清中 ハ ブ ト グ ロ ビ ン ほ テ レ ビ ソ 抽投与12時間後 よ り増加 し始め る が , そ れ に 先立 っ て IL-1α,Ⅰし6 が発軋 産生 され る こ
とが 明 らか と な っ た ･ I L-1α の ピ ー ク は 2時間と48時間に認め られ , IL-6 の ピ ー ク は1 2時間に 認め られ た . T N Fα ほ い ずれ の
時間に お い て も検出 され なか っ た ･ ま た IL-1r aは48時間後 に産生 の ピ ー ク を迎 え , しか も長期間 に わ た っ て 高濃度 に産生 され
て い た ■ これ らか ら急性炎症に お い て は炎症性 サ イ ト カ イ ン とIL-1r aの 両方が 産生 され て お り, IL-1r aは炎 症の 制御 に 関与 し
て い る もの と考えられ た ･ L か しマ ウ ス の 生体内に お い て は . 遺 伝子組 み替え型I L-1r aに よ っ て テ レ ビ ン 抽 に よ ろ ハ ブ ト グ ロ
ビ ン の 産生誘導 を抑制 できなか っ た ･ こ の こ と は 急 性期炎症蛋白 の 誘導 が I L-1 に よ っ て だ けで は な く , Ⅰし1 非依存的 に
I L-6 な どの 経路 に よ っ てももた られされ て い る可 能性を 示 唆 した ,
Key w o rds a cute pha se protein, haptoglob in･ inflam m atory cytok ine, tu rpe ntin e oil, IL-1
re c eptor antago nist
外傷後や感染 , 慢性関節 リ ウ マ チ な どの 炎症性疾患に お い て
は , 様 々 な 炎症所見 が認め られ る . 炎症居所 に ほ 発赤 , 腫脹,
浮 腫J 痺痛 , 熱感な ど が認め られ , これ らほ 古く か ら炎症の 主
徴 と されて きたl-. また 全身的にも患者は し ば しば発熱や 懐眠
傾 臥 食欲不振 , 体重減少などの 臨床症状を 呈 する2). 一 方 , 血
液 生化学検査 に お い て は 白血 球の 増加 , 核の 左方移 臥 赤血球
沈降速度(erythro cyte s edim entatio n r ate, E S R) の 先進 , フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン や C一反応性蛋白質(C-r ea Ctive protein, C R P), ハ
プ トグ ロ ビ ン な どの 急性期炎症蛋白 の 増加, 血 清 ア ル ブ ミ ン の
低 下などが認め られ る3) .
近年 こ れ らの 現象が種 々 の 媒介化学物質に よ り引き起 こ され
て い る こ とが 明 らか に な り つ つ あ り , 特 に リ ン パ 球や マ ク ロ
フ ァ ー ジな どか ら分泌 され る サ イ ト カ イ ン と呼 ばれ る生理 活性
物質が重要な役割 を果た して い る こ とが 明らか とな っ てきて い
る4). そ の 中で もイ ン タ ー ロ イ キ ン 1(interle ukin-1,IL-1), 腫
壊死因子(tu m or necro sisfa cto r a, T N Fα),IL-6,IL-8 な どほ 炎
症反応に大きくか か わ っ て い るた め , 炎症性 サ イ ト カ イ ン と呼
ばれて い る5). こ れ らの サ イ トカ イ ン ほ 相互 に ネ ッ ト ワ ー ク を
形成 して お 互 い に , ある い は自 己自身をも刺激, 誘 導 し相乗的
に 炎症反応が進展す る と考 え られ て い る6).
そ の 一 方で こ れ らの 炎症性 サ イ ト カ イ ン に 対する 天然括抗物
質が存在す る こ と も近年明 らか に な り , 可 溶性 IL-1 受容体
(s oluble IL-1 r e c eptor, SIL-1R) や 可 溶 性 T N Fα 受 容体
(s oluble T N Fα r e C eptOr, ST N FαR),IL-1 リセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ
ス ト (IL-1 r e c eptor a ntago nist, Ⅰし1r a) な ど が 報 告 さ れ て
るT トlさ). こ れ らの 抵抗物質 ほ炎症反応を制御 し て い る もの と 考
え られ て お り , 最近 では 媒介化学物質と括抗物質 と の バ ラ ン ス
が 炎症反応 に お い て 重要で あ ると 考え られ て い る14). しか しそ
の 詳細 に つ い て は 明 らか で は ない .
本研究で は急性炎症に お い て 産生され る炎症性 サ イ ト カ イ ン
に よ る急性期炎症蛋白産生調節作用 に つ い て 検討す る目 的で ,
マ ウ ス に急性炎症を引き起 こ し血 清中の ハ プ ト グ ロ ビ ン の 産
生 , 推移を 検討 した . そ して 血 清中で検出され る炎症性サ イ ト
カ イ ン を 検索 し , 同時に 炎 症性 サ イ ト カ イ ン の 括抗物質の ひと
つ で あるIL-1r aの 発現 , 産生を 調 べ , 急性炎症に お け る役割に
つ い て 検討 した .
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マ ウ ス 急性期炎症蛋白と Ⅰし1 re c epto r a ntago nist
材料お よび 方法
Ⅰ . 実験動物
C 3 H/HeJ マ ウ ス (6 ない し8週齢 , 雌 l 日本 ク レ ア , 宮山),
体重 1 5- 20g で 金沢大学の 動物実験に 関す る指針 に 基づ き飼
育な らび に 管理 され たも の を 用い た . 50〟l マ イ ク ロ シ リ ン ジ
(テ ル モ , 東京)を 用い て , 無菌的な化学薬剤に よ る炎症 モ デ ル
と して
牒 ㈹
マ ウ ス の 背部皮下に 2恥1ず つ テ レ ビ ソ 抽(和光純薬
工業, 大阪)を注射 した . テ レ ビ ソ 油投与後 0 , 2, 4 t 6 ,
12, 24, 48, 72時間後 に 各群 3匹ず つ そ れ ぞれ 速や か に エ ー テ
ル 麻酔下 に 心 臓穿刺法 に て血 液を採取 し, 3000 回転15分間遠心
して 血 清を 分離 した . ま た 同時 に 肝臓 , 脾 臓 よ り速 や か に
R N A を抽出 した .
Ⅰ . R N A の調整および ノ ー ザン ブロ ッ テ ィ ン ゲ
マ ウ ス の 背部皮下 へ の テ レ ビ ソ 油 の 注射 に 伴い , 全身的に 炎
症性サ イ ト カ イ ン が誘導 一 発現 して い るか を調 べ る た め , 肝臓
お よび脾臓か ら m R N Aを 抽出 し ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
行 っ た . 全 R N A は グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法に よ り抽出 し
だ7)18). 抽 出した 肝臓 , 脾臓を 速や か に ホ モ ジ ナ イ ザ 一 に移■し,
R NAz oI B(CIN A BI O T E C X, Ho u sto n, U S A) を 組 織
100m g あた り 2ml添加 して , Do u n c eホ モ ジナ イザ ー (岩城硝
子, 船橋)に よ り懸濁 した . 懸濁液 を有栓遠心管 に と り 2 血 あ
た り 0,2mlク ロ ロ ホ ル ム (和光純薬工業)を加え , 激 しく震逸 し
て混和 し水浴中 に 5分間静置 した . 12000回転で1 5分間遠心 し,
分離 した上 層の 水層を別 の 遠心 管 へ 移 し同量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー
ル(和光純薬工業)を加 え , 4℃ で15分間静置 した . 12000回転で
15分間遠心 し, 上 清を捨 て75% エ タ ノ ー ル (和光純薬工業)を加
えて強く震塗 し , 75 00回転 で 8分間遠心 した . 上 清を捨 て , 沈
殿を デ シ ケ ー タ 一 に 入れ 吸引 に よ り 乾燥 させ て 0.5% ジ エ チ ル
ピ ロ カ ー ボ ネ イ ト (diethylpyr o c arbo n ate, D E P C) (Sigrn a,
St. Lo uis, U S A) 添加滅菌蒸留水に 懸濁 した .
全 R N A各 20pgを ホ ル ム ア ル デ ヒ ド6.5% 添加1%ア ガ ロ ー
ス ゲル 上 で 100 V, 3時 間電気泳動後 , ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ン
(Hybo nd-N, Am er sha m, Bu ckingha m shire, Engla nd) に 転写 し
た . さ ら に80 ℃, 2時間の ベ ー キ ン グを行 い , 転写 した R N A
をナ イ ロ ン メ ソ プ レ ツ 上 に 固定 した . これ ら の メ ソ プ レ ン を 用
い て Ⅰし1α,IL-1β,Ⅰし6, T N Fa,Ⅰし1r aに つ い て ノ ー ザ ン プ ロ ッ
ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た が , 方法 は い ずれ も同 じで
ある た め IL-1r a に つ い て 述 べ る . プ ロ ー ブ と し て 用 い た
IL-1r a cD N A は32p-d C T P をマ ル チ プ ラ イ ム 法 (m ultiprim e
D N A labeling kit, Am e rsham)で 標識 した . メ ソ プ レ ソ フ ィ ル
タ ー の ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン ほ42 ℃ で行い , ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 の 組成 ほ , 5× De nha rdt 液 [1×De nhardt
液は 0.02 %フ ィ コ ー ル (fic oll), 0.02 % ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
(polyvinylpyrrolido n e), 0.02% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e
Seru m albumin, B S A) よ り な る】, 50% ホ ル ム ア ミ ド , 0.1 %
S DS, 5×SS C(1×S S C は, 0.15 M NaCl. 0.01 5Mク エ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム よ り な る)l お よ び10% 硫酸デ キ ス ト ラ ン か らな る も の
を用い た . メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー を42 ℃の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ
ョ ン 液中で16～ 20時間振返 した後, 0.1×S S C, 0.1 % S D S で洗
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浄 し, イ メ ー ジ ン ダブ レ ー ト(富士 フ ィ ル ム , 東京)上 に12時間
露光させ , バ イ オイ メ ー ジア ナ ライ ザ ー F UJI XBAlOO(富士
フ ィ ル ム) に て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 読影 した . リ ボ ソ ー ム
R N Aの 1 8S, 28Sの バ ン ドの 位置の 決定 に は , ア ガ ロ ー ス ゲ ル
の 一 部 の レ ー ン に 標準 R N A(コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス か ら抽出
した RNA)20iLg を 電気泳動 した . そ の 後 ゲ ル を 切除 し て
10FLg/ml ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド水 溶液 (ethidiu m br omi de,
Sigm a) 中で染色 し, 脱色後 ゲル 中の バ ン ドの 位 置 を計測 して
オ ー ヤラ ジオ グ ラ ム に おける バ ン ドの 位置を 決定 した .
Ⅲ . ロ ケ ッ ト電気泳動法
テ レ ビ ン 抽の 注射に よ っ て 血 清中に 誘導 される ハ プ ト グ ロ ビ
ン の 時間的推移 を調べ るた め に , ロ ケ ッ ト電気泳動法を行い 解
析 した . ロ ケ ッ ト電気泳動法は La ur ellの 方法 に よ っ た19).
Tris- パ ル ビ タ ー ル 緩衝液(Tris8.9g, パ ル ビ タ ー ル 4.5g, 乳酸カ
ル シ ウ ム 0･5g, ア ジ化ナ トリ ウ ム 0.2g を脱イ オ ン 水に 溶か し
て 1000ml とす る) 添加1%ア ガ ロ ー ス 溶液 8ml を加温 して 溶
解 した後 , ウ サ ギ抗 マ ウ ス ハ ブ トグ ロ ビン 血清 (金沢大学が ん
研究所薬理部 , 松 島綱胎教授よ り供与)7恥1を Tris- パ ル ビタ ー
ル 緩衝液 1ml に て 希釈 した も の を混合 して ガ ラ ス 板 フ レ ー ム
に 流 し, 10c mx6cm , 厚 さ 1.5m m の ゲ ル プ レ ー ト を 作製 し
た . 各血 清 5/∠lを Tris-バ ル ビタ ー ル 緩衝液 10恥1 に て 希釈 し,
そ れ ぞれ 2〟1 を ゲル 上 に作製 した直径 2m m の 試料孔に 添加 し
た . ゲ ル プ レ ー トを10 ℃に 冷却 しなが ら 50 V, 12～ 16時間電気
泳動 した . 泳 動後ほ ホ ウ 酸緩衝食塩水(H3B O. 9.Og, Na2B.0,
5･4g, NaC1 7.9g を脱イ オ ン 水で 11 とす る) 中で24時間脱蛋白処
理 を し た 後乾煉 し , ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー 水溶 液
(0.20 %ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブル ー G 250,10 %酢酸, 40% メ タ
ノ ー ル) 中で 染色 し た . 染 色後脱色液 (組成 ほ メ タ ノ ー ル
4500mI, 酢酸 250ml∴蒸留水 250ml か らなる) 中で余分な色素
を脱色 し乾換 した .
Ⅳ . 2次元電気泳動法
テ レ ビ ン 油 の 注射に よ っ て変動する マ ウ ス 血 清中の 蛋白の 全
体像を つ か む た め , 2次元 電気泳動法を行 っ た . 2次元 電気泳
動法ほ 0 下arr e11の 方法に よ っ た20)21) . 一 端 を パ ラ フ ィ ル ム で
被 っ た ガ ラ ス 管( 内径2.5m m x130m rn) に ゲ ル 液[A 液 , ア ク
リル ア ミ ド 28.38g, ビス ア ク リ ル ア ミ ド l.62g を 脱イ オ ン 水
100mlに 溶か した もの;B 液, 1 0 %ノ ニ デ ッ ト P-40;C 液 , ア
ン ホ ラ イ ン , PH5 ～ 7; D 液 , 10% 過硫酸ア ン モ ニ ウ ム の 各溶液
を調整 し, 尿素 5.5g, A 液 1.33ml, B 液 2.00ml, C 液 0.50ml,





-tetr a m ethylethele n edia mide, T E M E D)7FLl を脱 イ オ ン 水で
総量 10mI と して混合 , 溶解さ せ たもの]を注入 した . 48 %尿素
液を重層 し, ゲ ル が 固ま っ た の ち 試料溶解液(尿素 5.7g, N P-40
0.2g, ア ン ホ ラ イ ン 0.5ml, 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 0.5mlを脱
イ オ ン 水 で線量 10ml とする)を 入れ , 水を重層 した . ゲル 上部
の 液を 取り除き試料溶解液 を重層 し, 陰極液(0.08 % NaO H) を
重層 した後 , 予備泳動(200 V-1 5分 , 300 V-30分 , 400 V づ0
分の 順) を行 っ た . 一 旦 泳動を 止め て ゲ ル 上 層の 液 を除き , 試
料溶解液に 溶か した試料を添加後, 400 V-12時間 , 800 V-1 時
間 の 等電点 電気泳動 を行 っ た . 泳 動 後 S D S平 衡化 液
interleukin; L P S, lipopolysa ccharide; L B, Luria-Berta ni; P B S, phosphate-buffered salin e; r a, r e CePtOr





-tetra m ethylethyle n edia mine; T GF, tra nSfor ming gro wth factor; T N F, tu m Or ne CrOSis factor
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(TrisO･76g, グ リ セ ロ ー ル 1 0g, 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5ml,
SD S 2･3g を 水 に 溶 か し , 塩 酸 で pH 6.8 に 調 整後 , 全 量 を
1 00mI に した もの) 中に ゲ ル を押 し出し , 室温 で30分間平衡化
した の ち , 2次元 日 の 電気泳動を行 っ た . 2次元目 の 電気泳動
は S DS- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲル 上 に 1次元目の ゲ ル を
固定 し, 上 部緩衝液 に 加えた 0.1 % プロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 溶
液 が ゲ ル 下端に 達す るま で泳動 した . 泳動後は ゲ ル を ク マ シ ー
プ リ リ ア ン ト ブ ル ー 水溶 液(ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー
R-250 1.25g, Sigrn aを エ タ ノ ー ル 500 miに 溶解濾過 した もの
に , 蒸留水 400ml, 酢酸 20ml, 37 %ホ ル マ リ ン 54ml を加 えた
もの)に て染色 し , 脱色液(エ タ ノ ー ル 400ml, 酢酸 5 0mlを 脱
イ オ ン 水で 全量 11 とす る) で余分 な色素を取 り除 い た22). 分子
量 の 同定に ほ , 免疫化学的検出法 に よ っ て既知 の 蛋白 を同定 し
た 報告を参考 と して , 分離 され た 蛋白の 分子 量を 推定 した21)22)
Ⅴ . E LIS A法
マ ウ ス の 血 清中 に 分泌 され る炎症性サ イ ト カ イ ン の 変動を 調
べ るた め , E LIS Aを行 い 分析 した .
1 . IL-1ra
O･1 M炭酸緩衝液(pH 9.6)に て 毎g/mlに 希釈 した ウ サ ギ抗 マ
ウ ス I L-1r a抗体(血 清 をIgG 分画 に精製 したも の , 金沢大学 が
ん研究所薬理部, 松 島網漁教授よ り供与)を96穴 マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト (Nunc, Copenhage n, De n m ark) に 1 ウニ ル あた
り 10恥1ず つ 注入 し , 4℃ に 一 晩静直 し固相化 した . 洗 浄液
【0･05 % ト ウィ ー ソ 2 0添 加 0,1 M リ ソ 酸 緩 衝生 理 食 塩水
(pho sphate-buffer ed s alin e, P B S), pH 7.4] に て 洗浄 した後 , 1%
B S A(和光純薬工業) 添加P B S を 100pl注入 し, 37℃ , 1時間
反応 させ て ブ ロ ッ キ ン グを 行 っ た . 洗浄操作の 後 , 1 % B S A添
加 P B S で 5倍に 希釈 した 試料 1 00FLl を加え , 一 晩 4 ℃に 静置
した . 洗浄後t 二 次抗体 と して ビ オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス
IL-1ra抗俸 2p g/ml を各ウ ェ ル 10 0JJl加え , 37 ℃に 1時間静置
した . 洗浄後 , 1 % BS A/P B Sで1000倍に 希釈 した ス ト レ プ ト ア
ピ ジ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を各 ウ ニ ル 1 00〟1 加え , 37 ℃
l J l二 ｣ l J L. ｣
Co ntro1 2hr 4hr 6hr
に 1時 間静置 した . 洗浄後 0.1m M ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ
ヌ ク レ オ チ オ ド リ ソ 酸 (nic otin ami de-adenin e din u cleotide
pho sphate, NA D P) を各 ウ ニ ル 1 00FLl加 えて 室温 で20分間静置
し, さ ら に 10毎1 の 酵素水溶液【ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲナ ー ゼ
2m g, ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 1･5m g を 1 0m =か緩衝液で溶臥 そ の 緩
衝液は 20m M リソ 酸 pH 7.2, エ タ ノ ー ル 4% , パ ラ ヨ ー ド ニ ト
ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム バ イ オ レ ッ ト (p-iodo nitr otetr az oliu m violet,
I N T)0･55m M, B S A 5m g/ml か らな る] を加 え , 室温 で70分間
放置 した ■ 0･2 M 硫酸 を各 ウ ニ ル 50〟l 加 え て 反 応 を停止 し ,
O D492n m で 吸光度を測定 した23) .
2 . Ⅰし6,Ⅰし1α, Ⅰし1β お よび T N Fα
血 清中の これ ら の サ イ ト カ イ ン の 濃度ほ,市販 の E LIS A キッ
ト (IL-6 は E N D O G E N In c･ , Bosto n Ma ss a chu setts, US A,
Ⅰし1α は Ge n zym e, Ca mbridge, U S A, Ⅰし1β は PerSeptiv e,
Ca mbridge, U S A, T N Fα ほ Ge n zym e) に よ っ て 測定 した .
Ⅵ ∴ 遺伝子組み換え型 マ ウ ス Ⅰし 1r a の発現
Ⅰし1r a蛋白 の 分離培養細胞に 対す る作用や マ ウ ス の 生体内で
の 作用 を調 べ るた め に , 大腸菌を用 い て 遺伝子組み換え型 マ ウ
ス ⅠしIr aを 発現 さ ぜ ▲), そ れ ぞれ の 生物学的活性 に つ い て 検討
した .
1 . 形質転換25)
マ ウ ス I L-1r a プ ラ ス ミ ド D N A は金沢大学が ん 研究所薬理
部 , 松 島綱胎教授 よ り 供与 さ れ た . こ の マ ウ ス Ⅰし1r a の
CD N A は1951ヌ ク レ チ オ ドの 長 さ か ら な り , 9 8- 1 00番目 の
A T Gコ ド ン か ら始ま り632- 634番 目の T A Gコ ドン で終わ る
単 一 の 長い 読み枠 (ope n r e adingfr a m e) を含ん で い る. 5呆 端
に 推定 され る97ヌ ク レ チ オ ドの 翻訳 され な い 配列 の 中に ほ , 18
- 20お よ び5 7- 5 9残基 の 二 つ の A T Gコ ド ン に始 ま り129- 131
残基の T A A停止 コ ド ン で終わ る読み粋 が存在 して い る . こ れ
ら三 つ の A T Gコ ド ン は い ずれ も翻訳開始に 共通 の 配列を構成
しな い . 読み枠 の 後 に は翻訳 され な い1320の ヌ ク レ チ オ ドが存
在 し , こ こ に は ポ リ ア デ ニ ル 化の た め の シ グ ナ ル (1 92l-1926
し _ l ｣_= = = ｣ l ｣ ト__｣
12h｢ 2 4hr 4 8hr 72 hr
Fig■ 1･ Pre cipitatio nba nds of ro cketim m u n o ele ctr ophore sis･ Ser u m w a s obtain ed fro mthe the m o us e2～ 72 hr` afterinje ctio n
Oftu rpe ntin e oil･ Co ntrol is the s e ru m Obtain ed fro mthe m o u s ewitho ut a ny tr e atm e nt･ Sa mples w erdiluted with barbital
buffer a nd 3sa mplesin e a ch tim epoint w er e ap plied to the agar os egel c o ntaining a nti-haptoglob ina ntibody. Ele ctr ophor esi
W a Spe rfo r m ed fo r12- 1 6 hr at50 VI Ser u mhaptoglobin le v el began to in cr e as e12 hr afterinje ctio n oftu rpe ntin e oil, and























































































マ ウ ス 急性期炎症蛋白と IL-1 r e c eptor antago nist
残基)が含ま れ , そ の 3
'
末端に は ポ リ A 配列が続い て い る . 多
くの サ イ トカ イ ン m R N Aの 3
'
末端 の 非 翻訳部位 に み られ る
AU U UA に 富ん だ特徴的な部位は , マ ウ ス IL,1r aの 3
'
末端 に
は認め られ なか っ た
24)
.
コ ン ビ テ ン ト セ ル 【T A K A R A Es che richia coli(E. c oli)
HBl OIc o mpetentce11s】5plに プ ラ ス ミ ド D N AIFLlを 加え たも
の を氷洛中で30秒静置 し , そ れを42 ℃で30秒間加温 した . 水浴
中に 5分間静置後 , Lu ria-Berta ni(L B) 培地(L B培地ほ酵母 エ
キ ス 5g, ト リ プ ト ン 10g, NaC1 1 0g に 脱イ オ ン 水を加 えて 総量
900ml と し, 高圧蒸気滅菌 した もの)20恥1 を加 えて 混和 し, 3
7℃で 1時間振蟄培養 した . L B ア ン ピ シ リ ソ プ レ ー ト (ア ン ピ
シ リ ソ 50〃g/ml, パ ク ト ア ガ ー ル 15g/1を滅菌 した L B培地に
溶解後, 20mlず つ を プ レ ー トに 播 き固ま らせ た もの)上 に 適当
量を播き, 37 ℃で
一 晩培養 した . 翌朝成育 した コ ロ ニ ー を分離
し, L B ア ン ピ シ リ ソ プ レ ー ト上 で 継代培養 した .
2 . 遺伝子観み換え蛋白の 発現 , 精 製
26)2T)
得 られ た コ ロ ニ ー を滅 菌 L 字管中で 12mI の L B培地 に 植
え, 35 ℃で 一 晩培養 した , こ の 大腸菌培養液 2m 卜を 200ml の
培養液(培養液の 組成 は L B培地 1 80m =こ M 9塩 グ リセ` ロ ー ル
溶液 1 6ml, 20 %カ ザ ミ ノ 酸 水溶液 5ml, 1 M MgS O. 1ml,
100m M CaCI2 0.5ml を加え て高圧蒸気滅菌 した も の に , 滅菌
フ ィ ル タ ー を通 した 2m g/ml ビタ ミ ン B. 0.5ml を加えた もの
か ら な り , M 9塩 グ リ セ ロ ー ル 溶液 は Na2H P Oパ 2 H20 75g,
K H2P O.1 5g, N H4C1 5g, グ リ セ ロ ー ル 20g に 脱イ オ ン 水を 加え
て 900mI と したもの) に 植 え3 5 て∴ 2 時間培養 し た 後 8m g/
ml イン ド ー ル ア ク リ ル 酸 【0.2g イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸
(3-β-indole a crylic a cid, Sigm a) を 25ml の エ タ ノ ー ル で 溶解]
500〃1 を添加 した . そ の 後35 ℃で さら に28時間培養 した . 大 腸
菌懸濁液 を 6 0 00回 転 5 分間遠心 分離 し , 沈 渡 を 1 0ml の
Tris-NaCl緩衝液 (50m M Tris, 30m M NaCl, PH 8.0)に 懸濁 ,
6000 回転 5分間遠心分離 した . 沈故に 再 び 1 0ml の Tris-NaCl
緩衝液を加 えて 懸濁 し, 10mg/mI 蛋白 リ ゾ チ ー ム (Trisq NaCl
緩衝液に て 溶解)1mlを 添加後, 30分間水浴中に 静置 した . 凍
結融解(ドラ イ ア イ ス と エ タ ノ ー ル 中で 凍結後 , 37 ℃恒温槽中
で 溶解す る) を 3 回 線 り返 し た 後 , 1 0% エ チ レ ン イ ミ ン
(ethyle n eimin e, 東京化成工業 , 東京 , 50m M Tris, PH8
-
.0 に
解)20恥1 を加 え , 氷洛中に10分間静置 した . 11000 回転20分間
遠心後 , 上 清に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム (和光純薬工業)5.31g を加
え , 水浴中で15分間獲挿 した . 11 000回 転20分間遠心後, 沈殿を
0.02 M リソ 酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液(pH7 .5)4mlに 溶解 した . 溶解
液を透析膜中に 移 し, 0.02 M リン 酸 ナ ト リウ ム 緩衝液(pH7.5)
11中で 一 晩透析 した . 透析後, 7000 回転で10分間遠心 し, 上清
を ジ ュ テ ル ア ミ ノ エ チ ル (diethylamin o ethyl, D E A E) セ フ ァ セ
ル カ ラ ム に 通 し rIL-1r a蛋白を分離 した . つ ぎに Y M-10フ ィ ル
タ ー (A mic o n,In c. , M a ss achu s声ttS, U S A)を用 い て 2ml以下に
濃縮 し, 10000 回転5 分間遠心後, 上 清 を高速液体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー (fast pr otein, pOlypeptide, pOlyn u cle otide, 1iquid
Chro m atogr aphy, F P LC) の ス ー パ ー ロ ー ス カ ラ ム (super o se-
12H RlO/30, P har m acia , 東京) に 通 した . 得 ら れ た 各分画を
S D S-P A G Eに よ っ て 分子量 を確認 し , rIし1ra蛋白が 多く含 ま
れてい る分画を , さ らに0.05 M酢酸ナ トリ ウ ム 緩 衝液 (pH5.5)
で透析 した後, 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (high perfo r m a n-
C eliquidchr o m atography, HP L C)の C M-H P L Cカ ラ ム (T S K
G 300S W, 東 ソ ー , 東京) を通 して rIL-1r a蛋白を精製 した .
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精製 した蛋白ほ 1 S D S-P A G Eに よ っ て分子 量を確認 した .
Ⅶ . マ イ トゲ ン刺激胸腺細胞を用いた H√1 測定法
遺伝子組み換え塑 マ ウ ス Ⅰし1r a が マ ウス 培 養胸腺細胞 に お
い て IL-1 の 生物学的活性を抑制す るか を 調べ るた め に , マ イ
ト ゲ ン 刺激胸腺細胞 を用 い た IL-1 測定法 を行 っ て 検討 し
た28)2
9)
. C3 H/HeJ マ ウ ス の 胸腺 を無菌的に 摘出し , 水冷 ハ ン ク
ス 液 中で 細切 し , ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を通 した 細胞浮遊液を作
り , 1000 回転で10分間遠心分離して胸腺細胞を分離 した . 培養
液[1 00ml の 組成 ほ R P M I 1640 87ml, 胎児 ウ シ 血 清 (fetel
Calfs eru m, F C S, 56 ℃ 30分非勧 化) 10ml, ペ ニ シ リ ソ
1 000 U, ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (10000〟g/ml)1ml, L-グル タ ミ ソ
(30mg/rnl)1ml, 1 M H E P E S lml, 0.1 M 2Tメ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル 2恥1 より な る】中に 懸濁 し , 1.2×10
7
c ells/mI に調整 した .
96穴細胞培養プ レ ー ト(Nu n c)に あらか じめ 5 % B S A-P B Sで 希
28 St
28S一
｣ ｣ ] ｣_ _ _ ｣ ] ｣_ _ _ _ ｣
Co ntro1 2hr 4hr 6hr po sitiv e
C O ntr Ol
] ｣ ｣ ] ｣_ _ ｣ ｣_ _ ｣
12hr 24hr 48 hr 7 2 hr po sitiv e
CO nt｢OI
Fig. 2. Norther nblot a nlysis of total R N Afr o mthe liv er.
Tota,l R N Aw as e xtra cted fro m the liv erof the m ous e
2～ 72 hr afterinje ctio n of tu rpe ntin e oil. Co ntr oI is the
RNA obtain ed fro mthe liv er of the m ou s ewitho ut any
tr e atm e nt. Po sitiv e c o ntr ol is the R N Aobtain ed fr o mthe
splee n c ells ofthe m o u se3 a nd 6 hr after stim ulatio n by
L P S. 3 sa mple sin ea ch tim e point w er e ap plied to the
agar os egelc o ntaining 6.5 %for m aldehyde and ele ctr ophor-
esised, tr a n Sferred to the nylon mem mbr an e a nd hybridiz e-
d. Expr e ssio n of the sign a.lof IL
-1r a mR N Aw as obs erv ed
in the liv e r24 hr aftertu rpeptin e oil injectio n. 18Sa nd
28So n the left indicate the positio n of the ribo s o m al
R N A.
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釈 した マ ウス rI L-1r aと , 標準 ヒ ト Ⅰしlα, マ ウ ス IL-1α , マ ウ
ス I L-1β各 1ng/ml とを 4 ℃で 6時間静置 した 乳 胸腺細胞懸
濁液 を各 ウ ニ ル 1 0叫 と コ ン カ ナ バ リ ン A (c o n c a n a v alin A,
Co n- A) を 1pg/ml に な る よ う添加 した . 炭 酸 ガ ス 培 養器
(37℃, 5 % C O2)で60時間培養 した 後∵H- メ チ ル チ ミ ジ ン を各 ウ
エ ル 0･25m Ci添加 した . さ ら に14時間培養後 , セ ル ハ ー ベ ス
タ ー で胸腺細胞 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー に 回収 し, 胸腺細胞に 取 り
込ま れ な か っ た 3H- メ チ ル チ ミ ジ ン を P B S に より洗い 流 した .
各ウ ェ ル に 対応す る グ ラ ス フ ィ ル タ ー を 分離 し て シ ン チ レ ー




ア マ シ ャ ム , 東 京)3ml を 加え液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー に て 3H を計測 した .
Ⅶ ･ マ ウス 生体内に お け る Ⅰし 1r a 蛋白の急性期炎症蛋白産
生に及ぼす影響
マ ウス 生体内に お い て IL-1r a が テ レ ビ ソ 油 に よ っ て 誘導さ
れ る急性期炎症蛋白の 産生を抑制する か を 調べ るた め に , テ レ
ビ ン 油と とも に Ⅰし1raを マ ウ ス に 投与 し , 血 清中の ハ ブ トグ ｡
ビ ン レ ベ ル を ロ ケ ッ ト電気泳動法 に よ っ て 検 討 した ■ C 3H/
HeJ マ ウ ス の 背部皮下に マ イ ク ロ シ リ ン ジを 用い て テ レ ビ ン 抽




















Fig･ 3･ Tw o-dim e n sio n al gel ele ctrophor esi patter n of s er u mpr otein of the m?u S eO･ 6･ 1 2and 24 hr after tu rpe ntin e oilinje ctio n･ Significantin cr e as e of haptoglobin (=p)一e v el w a s r ecognized･ In c o ntr a st･ S er urP albumin (Alb) a nd apolipoprotein1e v els w er ede cr e a sed･ T he n u mbers o nthe left indic ate M Wx 肝 3･ eStim ated fr o mthe M W m arker s･ T h
･
e pH gr adienta chieved in the first dim en sio n separ atio nde c re a s esfr om left to right､
マ ウ ス 急性期炎症蛋白と I L-1 r ec eptor antago nist
10, 300/唱 を腹腔内投与 した . テ レ ビ ン 油注射24時間後 に 心 臓
よ り採血 し, 血清 を分離 した . 血 清 中の ハ プ ト グ ロ ビ ン レ ベ ル
を ロ ケ ッ ト 電気泳動法 に よ っ て 調 べ た . ま た 浸 透圧 ポ ン プ
(AIza, Palo Alto, Califor nia, U S A) 内に IL-1ra蛋白1 40FLg を 注
入 した後 , C 3 H/HeJ マ ウス の 背部皮下に埋め込み 7 日間持続
投与 した . 唾め込み 4 日後に テ レ ビ ソ 抽 20′1` を反 対側 の 背部
皮下に 注射 した . 同様に して24時間後に採血 し , 血清 中の ハ ブ
トグ ロ ビ ン レ ベ ル を ロ ケ ッ ト 電気泳動法 に よ っ て 調 べ た .
成 績
Ⅰ . 急性期炎症 にお け る血 清ハ ブ トゲ ロ ビ ンiの 変動
ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 封入 した 抗 マ ウ ス ハ ブ ト グ ロ ビ ン 抗休 を用
い た ロ ケ ッ ト電気泳動で ほ , テ レ ビ ン 油注射後 6時間ま でに 血
清中 ハ ブ トグ ロ ビ ン レ ベ ル の 明 ら か な 上 昇 ほ 認め られ な か っ
た . テ レ ビ ソ 油注射後12時間か ら徐 々 に 血 清中 ハ ブ トグ ロ ビン
レ ベ ル は 上 昇 し始 め , 24時間後 に ほ ピ ー ク レ ベ ル に 達 した . そ
の レ ベ ル は テ レ ビ ソ 油注射後72時間後ま で持続 し , プ ラ ト ー と
な っ た (図1). すな わ ち局所 に 炎症起困物質が投与 され て か
ら , 血 清中に 急性期炎症蛋白が誘導 され 検出され るま で約12時
間を要 した . そ の 後急性期炎症蛋白が最大限 に 誘導され る ま で
にさ らに12時間を要 し, 以後は プ ラ ト ー とな っ た .
Ⅱ . 肝臓および脾臓におけ る炎症性サ イ トカ イ ン m R N Aの
発現
Ⅰし1ra に 関 して は t テ レ ビ ソ 油投与後24時間で肝臓に お い て
mR N Aの シ グナ ル の 強 い 発現を 認め , 肝臓で Ⅰし1r aが 発現,
産生 され て い る こ と が 示 さ れ た (囲2). IL-1α, I L-1β, Ⅰし6,







Fig･4･ Expr e ssion a nd pu rific atio n of r ec o mbin a nt m u rin e
IL-1ra pr otein 王r om Eschcrichia c oli(E. coli). The
pr oteins at e a ch pu rific atio n step w ere a n alys ed by
S D S-PA G E･ At the finalstep sign al band of I し1ra of 1 7
kDa w as obs er v ed.
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め なか っ た .
Ⅲ . 二 次元電気泳動法による血 清蛋白質 の解析
二 次元電気泳動法 で は , テ レ ビン 渦注射後 に変動する血清中
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Fig. 5. Se ru mle v els o王infIa m rn atO ry CytOkin e sILlr a(A),
IL-6(B) a nd I し1α (C). IL-1r ale v els w ere m e as u red by
a mplified E LIS Asyste m a nd other cytokin ele v els w ere
m e a su r ed c o m m ercialy a v ailable E LIS A kit. Tu rpe ntin e
Oilw a sinje cted s ubc utane o u sly to mic e, fro m which the
Se ru m W a S Obtain ed at e a ch tim e. Data, ar eeXpre SS ed a s
真 土S E M･ Se ru mI し1ale v el in cr e a sed m oder ately at2 hr
a nd signific a ntly at48 hr(A). Seru mII. -6 le v elshow ed a
Single pe ak at 12 hr (B). Ser u mI L-1r a sho w ed a s m all
pe ak at2 hr a nd alarge pe ak at 48 hr(C).
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グ ロ ビ ン ほ テ レ ビ ン 抽注射後 に 増加す る急性期炎症蛋白の 一 つ
で ある こ とが わ か っ た . 他に テ レ ビ ソ 渦注射後に増加するもの
に α 廠 性糖蛋白が あり , 逆に ア ル ブ ミ ン や ア ポ リ ボ プ ロ テ イ ン
ほ 減 少す る こ とが 認 め ら れ た . 血 清 ア ミ ロ イ ド A (s｡r ｡ m
a myloid A, S AA)や へ モ ペ キ シ ソ は本実験 で ほ確認 できなか っ
た ･ その 他 に も増減する蛋白が認 め られ た が , 同定す る こ と は
で きなか っ た ･ こ の 実験忙 よ り テ レ ビ ン 油 に よ る急性炎症 に お
い て ほ , 血清 を構成する蛋白成分に変化 が生 じる こ とが 認め ら
れ , それ ら に は増加するも の と減少するも の とが ある事が 明 ら
か と な っ た .
Ⅳ ･ 遺伝子組 み替え型 マ ウスⅠし1r aの 大腸菌で の 発現 と そ
の精製
大腸菌培養液 1 リッ トル あた り約 2.4m g の IL-1r aが 発 軋
精製され た ･ S D S- P A G Eに よ る分子量 の解析 に お い て は ▲ 大
腸菌抽出液で は 多数 の 分子 量を示 す バ ン ドが 認め られ た が , 精
箋削こよ り最終的 に ほ 分子量 1 7kDa の 単 一 の バ ン ドが 認 め られ
た (図4).
Ⅴ ･ 急性期炎症 におけ る マ ウス の 血 清中の炎症性サ イ トカイ
ン量 の変動
い ずれ の サ イ ト カ イ ン も無刺激の コ ン ト ロ ー ル 群で は , 血清
中に検出 されな か っ た . IL-1r a に 対す る E LIS Aで ほ , 血 清中
Ⅰし1ra ほ テ レ ビ ン 細注射後 2時間よ り増加 L始軋 24時間よ り
急増 し48時間で最大の 230ng/ml となる こ とが 認め られた . そ
の 後72時間後 に ほ , 速 や か に 減少 して い た (図5 A). 血 清中
Ⅰし6 はテ レ ビ ン 油注射後速や か に 上 昇 し , 1 2時 間後に最大 の
11 07p g/ml とな る こ と が認め られ た が , 24時間後に は ほ と ん ど
検出 されなく な っ た(図5B). 血 清中Ⅰし1α ほ テ レ ビ ン 狛江射後
2時間で最大 の 90･4p g/ml に 達 し, そ の 後 6時間に は ほ ぼ 元の




















0 .0 1.0 2.0 3 .0 4. 0 5.O
rlL-1r a( 用/ml)
Fig･ 6･ Inhibitory effe ct of rI L-1r a to the up-take of
3
H-thymidin einthe m u rine thym o cyte c o- Stim ulator a ss ay.
rI し1r a w a s c o-in c ubated with I し1a sindic ated belo w for
6 hr at4℃ befo re additio n of thym o cytes :●, m u rineIL-1
alpha (1 ng/ml); ○, m u rin eI し1 beta (1 ng/ml); □,
hu m a nIし1alpha (1 ng/ml). T hym o cytesin c o ndito n ed
m ediu m
.
c ontaining l pg/mlc o n c an avalin A w a s added to
e a ch c o-1n C ubatio n miⅩtu re a nd inc ubated for60 hr at37℃
in the
'
pr e ss e n c e of 5% C O2･ Mo rethan l OOO-folde x c e s s
Of rIL-1r a w as r equir edto inhibit the biologic al a ctivity of
e a ch IL-1.
に 達 した が , 72時間後 に ほ速や か に元 の レ ベ ル に 復 して い た _
(図5 C)･ 血清 中Ⅰし1β, T N Fα に つ い て ほ い ずれ の 時点でも検出
で きな か っ た .
Ⅵ ･ マ イ トゲ ン刺激胸腺細胞を用い た Ⅰし1 測定法に対す る
I L-1ra の影響
マ ウ ス 胸腺細胞 の 増殖 は Co n- A の 存在下に お い て 同時に 存
在す る Ⅰし1 の 濃度に 依存 して増強 され るが , ヒ トⅠし1α, マ ウ
ス Ⅰし1α , マ ウ ス Ⅰし1β と共 に マ ウ ス IL-1r aで あらか じめ培養
してか ら胸腺細胞を培養する と t 各 IL-1 の も つ 生物学的活性
は マ ウス Ⅰし1r aの 濃度依存的 に 抑制 された( 図6), ほ ぼ完全に
各 Ⅰし1 の 生物学的活性 が抑制 され るに ほ , ヒ ト Ⅰし1α, マ ウ ス
IL-1α , マ ウ ス Ⅰし1β そ れ ぞれ 1ng/ml に 対 して I L-1r a ほ約
1捕/ml の 濃度 が 必 要 で あ り , モ ル 比 に し て 約100 0倍量の
Ⅰし1r aを必要 と した ･ マ ウ ス ⅠしIr aは ヒ ト , マ ウ ス の 種を 問わ
ず, ま た IL-1α ,β に か か わ らずそ れ らの マ ウ ス 胸腺細胞に 対す
る生物学的活性 を抑制 し た .
Ⅶ ･ マ ウ ス 生体内に お け るⅠレ1ra 蛋白の 急性期炎症蛋白産
生に対す る影響
テ レ ビ ソ 渦 と と も に Ⅰし1r a 蛋白 を 投与 した が , 1〃g か ら
300捕 の 濃度の 同時投与 で は 血清中 ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 塵生抑制
ほ認め られ な か っ た ･ ま た 浸透圧 ポ ン プを 用 い て 持続投与を試
み た が , 同様 に 血清中 ハ ブ トグ ロ ビ ン の 産生抑制は認め られな
か っ た ( 図7).
l l l ___l
Co nt｢ ol m _1r a
14叫Lg/w e ek
Fig ･7･ Influe nce of rIL-1r a o nthe pr odu ctio n of seru m
haptoglobin indu c ed bythe tu rpe ntin e oil inje ctio n. 140iLg
Of rI し1r a w as s up plied c o ntinu o u sly to 2 mic ein a w eek
by a os m otic pu mp buried s ubc uta n e o u sly in the back
befor e, during arld after the inje ctio n of tu rpe ntin e oil.
Ser u m of the n or m al m o u se w a s s up plied to 2 c o ntrol
mic eby a os m otic pu mp in a sa m e m a n n er. Seru mw as
Obtain edfr o mthe mic e24 hr afterinje ctio n of turpentin e
Oil･ 2 s a mplesin e a ch gro up w e re ele ctr ophor esi ed in
duplic ate ･ No diffe re n c e of s er u mhaptoglobin le v el
betw e e nthe c o ntr ol gr o up a nd the rIL-1r aq ad ministerd
group w a s r e c ognized in ro cketim m u n o-ele ctrophor esi ･
マ ウ ス 急性期炎症蛋白と IL-1 r e c eptor a ntago nist
考 察
急性炎症ほ生体内に 侵入 した異物や鼠織侵入 な どに 対 して生
じる生俸の 一 連 の 防御 t 修復反応であ る
暮)
. 細菌 l ウイ ル ス , 各
種抗原の 侵入 に 伴 っ て , 生体に は様 々 な防御反応が生 じる . 近
年こ れ らの 炎症反応が多くの 媒介化学物質 に よ っ て 制御 され て
い る こ と が 明 ら か に な り つ つ あり
4 … )
, 炎症 に 伴 っ て 生 体 は
様々 な現象を 呈す る抑 .
本研究で 検索 した ハ ブ トグ ロ ビ ン は 王 マ ウ ス に お い て 急性炎
症時に 増加する急性期炎症蛋白の 一 つ で あ り , 他 に ほ S A A,
αⅠ酸性糖蛋白 , へ モ ペ 車 シ ソ , α. ア ン チ キ モ ト リ プシ ン な ども
マ ウ ス の 急性炎症時 に 増加する31). 炎症時 に 増加す る急性期炎
症蛋白の 多く は , プ ロ テ ア ー ゼ阻害活性や オ キ シ ダ ー ゼ 活性を
示すこ とに よ っ て , 生体の 非特異的防御機構の 一 環と して働い
て い る と言われ て い が2). 一 方血清 ア ル ブ ミ ン は l 急 性炎症時
に は逆に減少す る . テ レ ビ ン 油を 投与 して か ら約12時間後に 血
清中に ハ ブ ト グ ロ ビ ン が 増加 し始め て い るが , 局所 に投与 され
たテ レ ビ ソ 油 の 刺激 に 引き続 い て肝臓か ら急性期炎症蛋白が産
生される ま で の 間に ほ 一 様々 な媒介化学物質が関与 し七い るも
の と考え られ る .
急性期炎症蛋白を誘導する こ とが で き る サ イ ト カ イ ン と して
は従来Ⅰしl33)や T N Fa31),IL-635)な どが 報告さ れてきた が , 最近
の研究で は I L-6 が急性期炎症蛋白誘導 の 主役 を担 っ て い る も
の と考え られ て い る
ユ6)
. そ の 他 に急性期炎症蛋白の 産生を誘導
する こ と が 明らか に な っ て い るも の と して は Ⅰし113丁), 白血 病
細胸増殖阻止因子(1e ukemiainhibitoryfa ctor, LIF)
38)
, 塵瘍化増
殖因子(tr a n sfo rming gro wth fa ctorβ, T G F-β)39MO). オ ン コ ス タ
チ ソ M (o n c o statin-M)41〉な どが 報告 されて い る . こ れ らの サ イ
トカ イ ン が 受容体に結合 して シ グナ ル が 伝達 され る機構は解明
が進ん で お り , 急性期炎症蛋白が産生 される際に は サ イ ト カ イ
ン に 共通 の シ グ ナ ル 伝 達系 で あ る糖蛋白 (glyc oprotein130,
g p130) を介す るもの が多 い37)42)
本研究 で ほ 血 清中の 急性期炎症蛋白と同時に , 血 清中の 炎症
性サ イ ト カ イ ン に つ い て も検討 した . そ れ に よ ると Ⅰし1α は テ
レ ビ ソ 油投与後 2時間に ピ ー ク を 認め た 後, 速や か に 低下 した
が , そ の 後48時間に も血 中濃度が再び 上 昇する 二 峰性の 変化を
認め た . 一 方血 清中 Ⅰし6 は テ レ ビ ン 油投与後12時間 に ピ ー ク
を認め , そ の 後速や か に 低下 して い た , しか し, TN Fα に つ い
ては
, い ずれ の 経過時間 に お い て も検出できな か っ た . こ れ ら
の サ イ ト カ イ ン の 誘導 は それ ぞれ が 相互 に 深く関連 して い る と
考え られ , Ⅰし1α の 最初の ピ ー ク の 産生 は テ レ ビ ソ 油投与 に よ
る直接的な効果である と考 え られ る . しか し第 二 の ピ ー ク は自
己が塵生 した Ⅰし1 自身に よ っ て誘導 され た オ ー ト ク リ ソ に よ
るもの や , テ レ ビ ン 油 に よ っ て 誘導 され た他 の サ イ ト カ イ ン な
どに よ っ て 誘導 され た パ ラ ク リ ソ に よ る もの で ある可 能性 が考
えられた . こ れ まで に も産生され た 急性期炎症蛋白は Ⅰし1βを
誘導す る こ と43) や t T G Fβ が Ⅰし1β を 誘導する こ と 棚 な どが報
告され てい る .
一 方 Ⅰし6 の 産生は テ レ ビ ソ 油投与 に よ る直接的な効果 と ,
Ⅰし1 を介 した 間接的な効果に よ る 可能性 が考 え られた . 最近で
はIL-1 や T N Fα が Ⅰし6 を誘導す る こ と が 明らか に な っ てお
り嶋 , 本研究に お い ても誘導 され た Ⅰし1 が IL-6 を 誘導 した可
能性は十分考え られ た . 本研究に お い て 肝胤 脾臓に お い ては
Ⅰし6 の m R N Aシ グ ナ ル の 強い 発現 は認 めず , IL-6 の 産生 はテ
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レ ビ ン 油投与 した局所お よ びそ の 周囲組.織 にお い て 行われ て い
るもの と考え られ た . リ ボ ポ リサ ッ カ ラ イ ド(1ipopolysa c charト
de, LP S)や 他の 刺激に よ っ て も IL-6 が誘導され る4
6) が , それ
らほ Ⅰし1 を 介 し て 誘導 され る こ と も明ら か と な っ て い る .
Pa mte w らは L P S刺激 され た 単球 の 培養液を加え て 株化肝細
胞を培養する と , 急性期炎症蛋白の 産生 の 増加を認め たが , こ
れ に I L lraを 加え る と C R P と S A Aの み 産生が抑制 され , 他
の 成分の 産生 に ほ 影響 が少なか っ た と 報告 して い る47). ま た
Gershe n w aldらほ マ ウ ス に テ レ ビ ン 油 と と も に ラ ッ ト抗 マ ウ
ス I L-1 レ セ プ タ ー 抗体を 投与 し血 中IL-1 を ブロ ッ ク した と こ
ろ , 血清中の Ⅰし6 と S A Aの 上 昇は 抑制 された が , 完 全で は な
か っ た と報告 してい る 柵 .
血 清中ハ ブ トグ ロ ビ ン の 産生誘導 ほ Ⅰし1 に よ るも の と , さ
らに IL-1 からIL-6 を介す る経路 が想定 された . しか しこ れま
で の 研究 で は よ Ⅰし1 に よ っ てす べ て の 急性期炎症蛋白 の 産生は
誘導 され ず, 一 部の み誘導 される こ とが 明らかとな っ て い る33).
と こ ろが IL-6 に よっ て ヒ トの すべ て の 急性期炎症蛋白 が誘導
され る こと か ら35)4g),Ⅰし6 が急性期炎症蛋白の 産生 に お い て 中心
的な役割を果た して い る と考え られて い る3¢) . ま た ハ ブ トグ ロ
ビ ン や S A Aの 誘導に お い て ほ t IL-1 と Ⅰし6 の 果た す役割 が
異な る こ と が 明らか と な っ て い る . 生体内の 系に お い て は各 サ
イ トカ イ ン は互 い に 影響 を及ぼ し合 っ て お り , そ れ ぞれ の 果た
す役割 を明確に 区別する こ と は 困難 で ある . ま た 本研究 で は
B A L B/c マ ウ ス に ヒ ト Iし6 遺伝子を導入 した ト ラ ン ス ジ ェ
ニ
ッ ク マ ウ ス の 血 清中 ハ ブ トグ ロ ビ ン レ ベ ル に つ い て も 検討
し, 無刺激の 状態でも血清中に高濃度に ハ ブ ト グ ロ ビ ン が産生
され て い る こ とが 明 らか に な っ た (未発表デ ー タ). こ の マ ウ ス




こ の こ と か らも急性期炎症蛋白の 産生 に お い て ほ
Ⅰし6 が中心 的な 役割を果た して い るもの と推測 された .
一 方 テ レ ビ ン 油投与後 の 血清中に は 炎症性 サ イ ト カイ ン の み
な らず , IL-1 の 受容体の 括抗物質 で あるIL-lraも発現 , 産生 さ
れ て い た . IL-1r aの ピ ー ク は テ レ ビ ソ 抽投与後48時間後 に 認め
られ て お り, 従来の 報告占1)に もある よう に 炎症誘発後に 遅れて
長時間に わ た っ て産 生されて い た . ま た混合 リ ン パ 球反応試験
に お い て もⅠしIra塵生の ピ ー ク ほ48時間後に ある と されS2), 従
来の 報告に 一 致 した . これ ま で に IL-1r aの 発現を 誘導するもの
ほ多く報告され て お り , L PS やフ ォ ル ポ ル ミ リ ス テ ー ト
ア セ テ ー ト (phorbol myristate a c etate, P M A)5
2)





,I L-65¢),IL-106O), TN Fα5 3), TG Fβ44) . 顆粒球
マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因 子 (gr an ulo cyte m a cr opahge
C Olo ny stim ulating facto r, G M-C S F)61), イ ン タ ー フ ェ ロ ソ α
(interfero n α,IF Nα),IF Nβ62)63}, 急性期炎症蛋白欄 に よ っ て も誘
導 され る こ とが わ か っ て い る . IL-1raは 肝臓に お い て 発現 t 産
生 されて い たが , 肝臓 に おい て は他の 炎症性 サ イ ト カ イ ン の シ
グナ ル ほ発現 して い なか っ た . こ の Ⅰし1raを誘導す るもの と し
て は 血 中の IL-1α や IL-6, 急性期炎症蛋白な どが考え られ た .
全身的に波及す る急性炎症を制御す る た め に 生 体内 で IL-lr a
蛋白を 産生す る場と して は , 肝臓が 最もふ さわ しい と考え られ
る . 局所の 炎症部位か ら産生 され た IL-1 や I L-6 を 認識 して ,
炎症を 制御す るた め に急性期炎症蛋白やⅠし1r aが 産生 され, 負
の フ ィ ー ドバ ッ ク に よ っ て機能 して い るもの と推察 された . こ
の Ⅰし1r aの 血清 中濃度ほ他 の 炎症性 サ イ トカ イ ン の 血 清 中濃
度に比較 して , は る か に 高い 濃度 が産生 されて い た . 最近 の 研
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究で はⅠし1ra は I L-1 と受容体 で 括抗 してそ の 生物学的活性を
抑制 し , 両者の バ ラ ン ス に よ っ て 炎症反応が制御 され て い る と
考えられて い る ･ Ⅰし1 受容体の 5 % が IL-1 と 結合すれ ば 十分
な シ グ ナ ル 伝 達 が 成立す る と い わ れて お り , Ⅰし1r a に よ り
Ⅰし1 の シ グ ナ ル伝達を抑制する に はI L-1 に 対 し10か ら1000倍
以上 の I L-1ra が 必要 で ある と され て い る64). 本研究に お い て産
生 され て い た 血 清中IL-1r aは 濃度に お い て も , 時 間的推移 に お
い て も炎症反応 の 制御 に十分影響を及ぼ して い るも の と考 え ら
れ る .
テ レ ビ ン 抽 の 投 与に 伴 っ て , マ ウス にほ 臨床的 に 様 々 な 変化
が 認め られた ･ す なわ ち括動性の 低下 , 摂食行動の 抑臥 体毛
の 起毛性 の 低下な どが 認め られ た が , こ れ らの 変化ほ テ レ ビ ン
抽投与後数時間に お い て 認め られ , そ の 後は 投与前の 状態に 回
復 した ･ 従来の 報告に お い て も テ レ ビ ン 油投与後 に は 食欲減
風 体重減少, 体温上 昇な どが認 め られ て い る が48) , こ れ ら は
最近の 研究に よれ ば Ⅰし1 の 持 つ 作用 で ある と考 え られ て い る .
こ れ らの 現象 ほⅠしIr a投与に よ り抑制 され る . 本研究 に お い て
IL-1α の 上 昇ほ テ レ ビ ソ 油投与二 時間後に ピ ー ク が 認め られ て
お り, 臨床 的変化 に矛盾 しな い . しか し4時 間後に 再び Ⅰし1α
の ピ ー ク を 迎 えて も マ ウ ス に 臨床的変化が認め られな か っ た の
ほ t IL-1r aな ど の サ イ ト カ イ ン 阻害物質に よ る影響が推測 され
た ･ も しもⅠし1r aの 産生を ブ ロ ッ クすれ ば炎症反応の 終蔦が遅
延 し, 炎症症状が持続 した 可 能性 がある , IL-1r aに よる フ ィ ー
ドバ ッ ク 機構 が 抑制 され ると, Ⅰし1 が オー ト ク リ ン に 刺激 ･ 塵
生 され , そ の 結果と して 炎症反応 が持続 して い く もの と考 え ら
れた ･ ま た急 性期炎症蛋白の 産生も , 長時間にわ た っ て 維持 さ
れ るもの と推測され た .
さ らに本研究 で は遺伝子組み換え技術 に よ っ て , 大腸菌 を用
い て遺伝子組 み換 え型 ⅠしIra 蛋 白を発現 , 精製 した . I L-lr aほ
1990年 に Ha n n u mら に よ っ て完全精製8)さ れ , 同年 Eise nbe-
rg らに よ っ て 〆 ロ ー ニ ン グ され 構造が決定 され た54】. ⅠしIr a は
Ⅰし1α, Ⅰし1β と高 い 相同性を持ち , こ れら と競合 して Ⅰしl 受容
体(‡型) に 結合 して括抗作用を発現す る . Ⅰし1r a そ の も の が
Ⅰし1 受容体 に 結合 しても シ グナ ル の 伝 達は 生 じな い こ と が わ
か っ て い る85)･ 最近 の解析に よれ ばⅠし1ra･に ほ糖鎖結合 の ある
分子量 22k Da の も の と , 糖鎖結合 の ない 分子 量 1 7kDa の もの
が ある こ と が 明 らか と な っ た8). 本研究 で 遺伝子 組 み換 え に よ
り発現 したI L-1r aは 後者の タ イ プ で あるが , マ ウ ス の マ イ ト ゲ
ソ 刺激胸腺細胞 を用 い た IL-1 測定法 に よ る検討で は Ⅰし1 の も
つ 生物学的活性 を抑制す る こ と が 示 され た . しか しそ れ に は従
来の 報告 にもある よ うに 叫 ,Ⅰし1 に対 して1000倍以上 の IL-1r a
が 必要で あり , Ⅰし1 の シ グナ ル 伝 達を抑制す るに ほ 相対的に 大
量の IL-1ra が 必要 で あ っ た .
一 方 マ ウ ス の 生体内に お け る検討で , マ ウ ス に テ レ ビ ン 油と
ともにⅠし1raを投与 したが , ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 産 生は 抑制 され
なか っ た ･ そ の 原因と して は塵生 され る Ⅰし1 に 対 し て 相対的
に投与 し た Ⅰし1r a の 量 が 少な い , IL-1r aの 血 中半減期 が短
い 抑l IL-1 を介 さない 急性期炎症蛋白の 産生経路 が存在す るな
どが考え られ た . テ レ ビ ソ 油 に よ っ てⅠし6 が誘導 され そ れ に
よ っ て肝細胞 から急性期炎症蛋白が塵生され る系 の 存在は 明ら
か に な っ て お り, そ れ に よ っ てもⅠし1raの 投与 に よ り ハ ブ ト グ
ロ ビ ン 中産生 が抑制 され なか っ た こ とは説 明可能であ る . また
Gershe n w aldら ほ テ レ ビ ソ 抽 とともに 抗 IL-1 受容体抗体 を投
与 したが , 血 清中 Ⅰし6 濃度や 血清ア ミ ロ イ ド P ほ完全に ほ抑
制 されな か っ た と報告 して い る48) ･ 遺伝子組み換え塾IL-1raに
よ っ て テ レ ビ ン 油に よ る ハ プ ト グ ロ ビ ン の 産 生 ほ 抑制 で きな
か っ た が , マ ウ ス に 生 じた変化 と して 創傷 の 治癒遅延と テ レ ビ
ン 油投与後の 全身衰弱度 の 抑制 が認め られ た (未発表デ ー タ).
マ ウス に 浸透圧 ポ ン プ を埋 め込 んだ 創傷の 治癒状態を観察する
と ･ コ ン ト ロ ー ル と して マ ウ ス 血 清を 注入 した群 に 比 べ て 明ら
か に 創傷 の 治癒が遅延 して い た ･ Ⅰし1 に よ る線維芽細胞の 増殖
や血 管新 生 K MnO4 に よ る 肉芽腰の 形成が Ⅰし1ra に よ っ て抑
制され る と の 報告もあり印6 8), こ の 創 傷 の 治癒 の 遅延 は Ⅰし1ra
の 作用 で ある と考えられ た ･ また テ レ ビ ン 油投与後 の 活動性の
低下 一 摂食行動の 抑臥 体毛の 起毛性 の 低下 な どほ IL-1 の 作
用であ る と考え られ た が48), これ らも Ⅰし1ra に よ っ て 抑制され
たもの と 推測 され た ･ IL-1ra ほ急性期炎症性蛋白の 産生され る
急性炎症の 早期に ほ誘導 され ず , 急性期炎症蛋白の 誘導相に は
関与 L て はい な か っ た t しか しI L-1r aほ 急性炎症の 後期 に 高渡
度に誘導 ･ 産生 され て お り , 炎症反応の 終蔦に 関与 して い る可
能性が示 唆され た .
炎症反応 の 進展 に お い てほ 様 々 な サ イ トカ イ ン が相互 に 複雑
に 関係 し, い わ ゆ る サ イ ト カ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク を形成 して い る
(図8)･ 本 研究 に お い て は 炎症性 サ イ ト カ イ ン で あ る IL-1,
Ⅰし6 と天 然括抗物質の 一 つ で ある Ⅰし1rat そ して急性期炎症蛋
白 とが 相互 に 関連 して い る こ と が 示 唆 さ れた . Ⅰし2 や ILヰ
II;6, TNFα,IN FT に対す る括抗物質も多数報告 され てお りⅠ3),
こ れ らの 複雑なサ イ トカ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク の 中で そ れ ぞれが微
妙な バ ラ ン ス を保 っ て い る . 阻害 物質 を優勢 に保 つ こ と に よ
り , 炎症反応 の 終蔦 が促進 され る との 報告もあ り郎) , 今後ほ こ
の よ うな阻害物質 が広く臨床応用 さ れ て い く も の と 期待 され
る･ IL-1r a を投与す る こ とに よ っ て 敗血 症 シ ョ ッ ク や 出血 性
シ ョ ッ ク に おけ る致死率 が低下す る叩卜刊 ), 実験的肺線維症や糸
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マ ウ ス 急性期炎症蛋白と ⅠしI re c eptor antago nist
球体腎炎の 発症を抑制する
T5)78}
, 虚血 に よ る 脳 ニ ュ ー ロ ン の 障
害を抑制す る
77)
, 臓器移植に お い て 拒絶反応が抑制 され 生者率
が増加する
T8)T9)
, な ど疾患 モ デ ル に お い て そ の 重症度 が軽減す
る報告が多 い
抑
. 実際 に 可溶性I L-1 受容体 , 可溶性 T N Fα 受容
体, ⅠしIr aな どはす で に 臨床治験が開始 され て お り , 新 しい 治
療薬と して の 将来 に 大きな期待が寄せ られ て い る .
結 論
テ レ ビ ン 油刺激 に よ る マ ウ ス の 急性期炎症蛋白 の 産生お よび
炎症性サ イ ト カ イ ン , Ⅰし1r a の 発現, 変動 に つ い て 検討 した .
また遺伝子組み換え型 工しra を発現 , 精製 し , そ の 生物学的活
性を検討 し以下 の 結論を待 た .
1 . テ レ ビ ソ 油刺激 に よ り急性期炎症蛋白の 一 つ で ある ハ プ
ト グ ロ ビ ン が 誘導 , 産 生 され た . そ れ に 先 駆け て Ⅰしlα と
IL-6の 産生 が認め られ , これ ら に よ り急性期炎症蛋白が誘導 さ
れ る こ と が 明らか と な っ た . ま た遅れ て Ⅰし1r aの 産生も認め ら
れ , 急性炎症 の 進展に影響を与え て い る もの と考 え られた . 以
上 か ら急性炎症 に お ける 炎症性 サ イ トカ イ ン と急性期炎症蛋白
と の 関わ り, お よび IL-1ra に よ る炎症 の 制御が 示唆 された .
2 . 大腸菌か ら遺伝子組み換え型 IL-1r aが 発 現 ▲ 精製 され
た. マ イ トゲ ン 刺激胸腺細胞を 用 い た Ⅰし1 測定法 に お い て 遺
伝子組み換 え塾 IL-1r aほ Ⅰし1 の もつ 生物学的活性を抑制 した
が, マ ウ ス に お い て テ レ ビ ソ 油 に よる ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 産生は
抑制 しな か っ た . すな わ ち Ⅰし1 の みを ブ ロ ッ ク して も ハ プ ト
グ ロ ビ ン の 産生ほ 抑制さ れず , IL-6 な ど他の 介在物質の 関与が
示 酸され た .
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Indu ctio n of Acute Pha $eProteinsbyInfla m m ato ry Cytokin es andits Regulation byIIpI Recepto rAn tago nist in
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Eey w ords ac utephaseprotein,haptoglobin,infla m m atorycytokine,tu rpentin e oil, m -1re c eptor antagonist
A bstr act
Infla m m atory cytokines suchasinterle ukin-1(I L-1),interle ukin -6(m -6),intede ukin-8(m -8) andtu m or n ecrosisfhctor
a (T N Fa)play animportant roleinacuteinflam m atio nand manyinfla m m atory phen o rr蛤n a are repOrtdtobe m ediatedby
thesecytokines･
r
m eyinflue nce-eaCh otherbyfom ung a cytokin e n etw otk･ andc on sequ entlyinfla m m ationis tho ught to
develope･ On the otherhand the existence ofa n aturalan tagOnistsu chasinterleukin -1 re c eptor antagO nist(m -1r a)hasbeen
reported and they ar ethought to co nstitu e a n egativeftedbacksyste m andregulateinfla m m atio n. To know the relatio n of
CytOkin e networkIin vestigated 也e m echanis m oftheinduction ofse ru mhaptoglob in, O n e Ofthe acutephaseproteins･ Ⅰalso
m easuredsu chinflaTr m atOry CytOkines asm -1･ IL-6, T NF a and m-1r aininflam m atio ninduc edbyturpe ntine oil in mice.
These resul tindicated thatthe se ru mhaptoglobinlev elbegantoincrease6 hr afteripjectio n ofturpentin e oilandre acheda
peak levelat24 hr･ IL-1a and m -6 w ereproduc edbeforethebeginnlngOfhaptoglobinproduction. The peaklev elof IL-1
α W aS r e C Ogmiz ed at 2a nd 48 hr, a nd that of m-6 w as at1 2hr･ T N Fa w a s n ot detected in any tim e c ourse of the
infla m m ation･ m -1ra e xhibited a peak level at 48 hr after tu rpentineinje ction, a nd co ntin ued to be produ ced at ahigh
C On C entr atio nfor alo ng period w he n otherinfla m m atory cytokin eswere als oprodu c ed･ T he produ ction of both
inna m m atory cytokines and n･ -1ra s ug gested thatI L lra regulated the infla m m atory pr ∝ eSS･ =ow e v e r, administration of
re c o mbinant m -1r a c o uld not inl1ibittheproductio n ofse rum haptoglobininduc ed bytu rpentin e oil･ T hese results s uggested
thepossibilty thattheprodu ction ofacutephas eproteins w asinduc ed m ainlyby H/6independent ofm -1.
